
4.วิจารณ

4.1  การทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสและความสัมพันธกับปริมาณ
      ไนเทรตที่สะสมอยูในใบขาวไร
       จากการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไรพันธุดอกพยอม  กูเมือง
หลวง และขาวดอกมะลิ105 พบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมน้ีมีมากที่สุดในชวงแรกของการ
ปลูกซึ่งเปนชวงที่ปุยในดินยังมีปริมาณมาก จากนั้นจะมีการเปลี่ยนแปลงแบบขึ้นๆลงๆโดยมี
ลักษณะเหมือนกันทั้งสามสายพันธุ  ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงนี้อาจเปนผลจากการมีความผันแปร
ของระดับเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบสูง เนื่องจากเคยมีรายงานการทดลองเปรียบเทียบคา
แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบถั่วแขก Phaseolus vulgaris ท่ีตํ าแหนงตางๆ กัน
ของตน  พบวาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบที่อยูสวนยอดมีแอคติวิตีสูงที่สุด   และจะลดลง
เมื่อใบอยูในตํ าแหนงที่ตํ่ าลงมา ( Silveira et al., 2001)  นอกจากนี้ในการศึกษาในพืชกลุม
marine angiosperm พบวา  ปจจัยของใบเกา และใบใหม  ก็มีผลตอระดับแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสดวยเชนกัน  โดยในสภาวะที่มีแสงพบวาใบใหมมีแอคติวิตีสูง ใน
ขณะที่ใบเกาจะมีแอคติวิตีตํ่ ามาก(Toucheffe and Burkholder, 2001) ดังนั้นแมวาในการ
ทดลองนี้จะเลือกใบขาวซึ่งอยูในตํ าแหนงเดียวกัน (ใบท่ี 2 จากยอด) แลวก็ตาม  ก็อาจมีผล
จากอายุของหนอท่ีแตกออกมา ซ่ึงจะทํ าใหคาแอคติวิตีของเอนไซมมีความไมคงที่โดยเฉพาะ
เมื่อตนขาวมีอายุมากขึ้นและมีหนอเพิ่มมากขึ้น
     นอกจากนี้ปจจัยสิ่งแวดลอมก็ยังมีอิทธิพลตอการทํ างานของเอนไซมดวย แมวาในการ
ทดลองจะไดเก็บตัวอยางใบขาวที่เวลาเดียวกันเพื่อหลีกเลี่ยงปญหาคาแอคติวิตีของเอนไซม
ท่ีเปลี่ยนแปลงไปตามชวงเวลาของวัน แตเนื่องจากชวงเวลาที่ไดทํ าการทดลองอยูในชวง
เดือนมิถุนายนถึงเดือนกันยายน  ซ่ึงเปนชวงฤดูฝน ดังนั้นในธรรมชาติ  สภาพลมฟาอากาศ
จะไมคงที่ทุกวัน  เชน  บางวันมีฝนตกตลอด  ขณะที่บางวันมีแดดจา  ก็จะทํ าใหพืชไดรับแสง
แตกตางกัน  และมีผลตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  อยางไรก็ตาม แอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ก็มีแนวโนมลดลง จนเหลือนอยมากในชวงเวลา 45-53 วันนับ
จากวันปลูก
     การพิจารณาปริมาณไนเทรตรีดักเทสในใบขาวควบคูไปดวยพบวาระดับปริมาณไนเทรต
ในใบขาวก็มีแนวโนมลดลงเชนเดียวกัน  ซ่ึงการที่ไนเทรตมีปริมาณนอยลงนี้อาจเนื่องมาจาก

94



การที่ตนขาวนํ าไปใชในการเจริญ และแตกกอ อยางไรก็ตามการลดลงของระดับไนเทรตใน
ใบจะไมลดถึงระดับศูนย แมวาคาแอคติวิตีของเอนไซมจะลดลงถึงจุดตํ่ าสุด  ท้ังนี้เนื่องจาก
ปกติ พืชจะมีการรักษาสมดุลยของแรธาตุเอาไวภายในตน (Chrispeels et al., 1999) เมื่อ
เติมปุยใหแกตนขาวทั้งสามสายพันธุในระยะนี้พบวาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
สามารถเพิ่มข้ึนสูงภายในเวลาไมเกินสิบวัน  จากการพิจารณาระดับไนเทรตในใบขาวใน
ระยะนี้ควบคูไปดวยพบวาเมื่อตนขาวไดรับปุยก็จะมีระดับไนเทรตในใบเพิ่มสูงขึ้นเชนกัน
แสดงถึงการมีความสัมพันธกันระหวางคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสกับการไดรับ
ปุยไนโตรเจน
     การเปรียบเทียบความแตกตางระหวางสายพันธุกูเมืองหลวง  ดอกพยอม และขาวดอก
มะลิ105 พบวาขาวทั้งสามสายพันธุมีการตอบสนองตอปุยในลักษณะของการเพิ่มแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส   โดยขาวพันธุกูเมืองหลวงมีคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรี
ดักเทสสูงที่สุดรองลงมาไดแกขาวพันธุขาวดอกมะลิ105  และขาวพันธุดอกพยอมมีคาแอคติ
วิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสตํ่ าที่สุด ซ่ึงผลดังกลาวแสดงถึงความแตกตางระหวางสาย
พันธุได  ชัดเจนเมื่อพิจารณาจากระดับความสามารถในการตอบสนองของเอนไซมไนเทรตรี
ดักเทสในตนขาวตอปุยที่ไดรับ นอกจากนี้ยังมีความสอดคลองกับการทดลองของ ธีระ เอก
สมทราเมษฐ (2528) ซ่ึงไดศึกษาการตอบสนองของปุยในขาวพันธุกูเมืองหลวง และดอกพ
ยอมในแปลงทดลองโดยพิจารณาในแงผลผลิตที่ได พบวาขาวพันธุกูเมืองหลวงมีการตอบ
สนองตอปุยสูงกวาพันธุดอกพยอมเชนเดียวกัน
      จากการทดลองยังแสดงใหเห็นวา  ระดับแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาว
ไรท่ีปลูกในสภาวะธรรมชาติ  มีคาเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลาที่ปลูก ซ่ึงปจจัยของสภาวะแวด
ลอม เชน แสงหรืออุณหภูมิเปนเรื่องยากที่จะควบคุม  สิ่งหนึ่งที่เกษตรกรสามารถควบคุมได
คือการใสปุย
        ผลการทดลองนี้สนับสนุนถึงการใหปุยไนโตรเจนในอัตราและเวลาที่เหมาะสมจะมีผล
ตอการเพิ่มแอคติวิตีของไนเทรตรีดักเทสในใบขาวอยางชัดเจน  นอกจากนี้จากการทดลอง
พบวาระดับการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมีความสัมพันธกับชวงเวลาที่ใสปุย  โดย
จากการทดลองใสปุยรองพื้นใหแกตนขาวในปริมาณเดียวกับท่ีใชจริงในพื้นที่ปลูกขาวไร 
ชาญ มงคล (2536)   พบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมจะลดลงในชวงเวลาประมาณหนึ่งเดือน
ครึ่งหลังจากเริ่มปลูก  ซ่ึงเปนชวงเวลาที่ตนขาวจํ าเปนตองใชไนโตรเจนมากเพื่อการเจริญ
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ของกอ และเริ่มสรางชอดอก  การใหปุยในระยะนี้จึงมีความจํ าเปนตอตนขาวมาก เชนเดียว
กับในทางปฏิบัติ ชาญ มงคล (2536)   ไดใหคํ าแนะนํ าเกี่ยวกับการใชปุยในนาขาว คือ  ควร
ใหปุยสองครั้ง ไดแกปุยรองพื้น (basal dressing) และใสปุยครั้งที่สองเมื่อขาวแตกกอสูงสุด
หรือกอนสรางชอดอก
4.2  การศึกษาอิทธิพลของสิ่งแวดลอมตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
      4.2.1  ผลของแสงตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในชวงวัน
                 จากการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง
อายุ 2 เดือน ท่ีปลูกในดิน ไดรับแสงตามธรรมชาติ และ ศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรี-
ดักเทสในใบและรากขาวพันธุกูเมืองหลวงอายุ 2 สัปดาห ท่ีปลูกในหองทดลองโดยปลูกใน
สารละลายธาตุอาหารสูตร Hoagland’s solution ความเขมขน ¼ เทา ไดรับแสง 270 µ-
moles/m2/s เปนเวลา 12 ช่ัวโมงตอวัน พบวาแอคติวิตีในใบขาวทั้งที่ปลูกในดิน และปลูกใน
สารละลายธาตุอาหารมีลักษณะการแสดงออกที่เหมือนกันคือ มีแอคติวิตีเพิ่มข้ึนเมื่อไดรับ
แสงโดยเพิ่มสูงที่สุดในชวงเวลาเที่ยงวันจากนั้นจะลดตํ่ าลงในตอนเย็นและมีระดับตํ่ าคอน
ขางจะคงที่ตลอดชวงเวลากลางคืนในขณะที่แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในรากขาว
กลับไมมีการตอบสนองตอแสงเหมือนในใบ  ซ่ึงผลการทดลองดังกลาว มีรูปแบบที่คลายคลึง
กับการแสดงออกของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบ และรากขาวบารเลย (Lewis et al.,
1982) และ ในใบ และในรากของแตงกวา(Cucumis sativus) (Haba et al., 2001) ซ่ึงพบวา
ในพืชดังกลาวมีการตอบสนองของแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบเปลี่ยนแปลง
ไปตามระยะเวลาที่ไดรับแสง ในขณะที่แอคติวิตีของเอนไซมน้ีในสวนรากคอนขางคงที่ตลอด
ท้ัง 24 ช่ัวโมง
                  การแสดงออกของเอนไซมไนลักษณะที่ข้ึนอยูกับการไดรับแสงนี้ อาจเปนผลมา
จากการควบคุมการทํ างานของเอนไซมท้ังในระดับ protein modification โดยผานทางผล
ผลิตที่ไดจากการสังเคราะหแสง น่ันคือในสภาวะที่มีแสง พืชจะมีการสะสมฟอสเฟตเอสเทอร
เชน glucose  6-phosphate หรือ fructose-1, 6-bisphosphate ซ่ึงสารประกอบเอสเทอร
เหลานี้   สามารถไปยังยั้งการทํ างานของเอนไซมNR-kinase ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีทํ าหนาที่ใน
การเติมฟอสเฟตใหแกเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ทํ าใหเอนไซมอยูในรูปท่ีสามารถจับกับโปรตีน
ยับยั้งได (Bachmann et al., 1995)
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     การควบคุมระดับ transcription ของเอนไซม จากการศึกษาการสังเคราะห
mRNAของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในขาวโพดพบวาแสงจะเปนตัวกระตุนใหมีการสังเคราะห
mRNA ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ภายในเวลาสองชั่วโมงหลังจากไดรับแสง  (Huber et
al., 1994)  สํ าหรับในรากพบวาไมไดรับอิทธิพลจากแสง อยางไรก็ตามเนื่องจากสวนของราก
เปนสวนที่ไมมีกิจกรรมการสังเคราะหแสง อีกทั้งผลผลิตที่ไดจากการสังเคราะหแสงจากสวน
ตนมีการนํ าไปใชเฉพาะสวนมากกวาจะสงมาสะสมในราก ดังนั้นจึงพบวาระดับแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสในสวนนี้จึงคอนขางตํ่ าและไมข้ึนกับแสง

เมื่อเปรียบเทียบคา specific activity ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวที่ปลูกใน
ดินในสภาพธรรมชาติ และใบขาวที่ปลูกในสารละลายธาตุอาหารในหองทดลอง  พบวาคาที่
ไดคอนขางจะใกลเคียงกัน แมวาในสภาพธรรมชาติตนขาวจะไดรับแสงในปริมาณที่มากกวา
ซ่ึงหากจะพิจารณาเฉพาะปจจัยของปริมาณแสงแลว พบวา ระดับแอคติวิตีของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสจะเพิ่มข้ึนตามระดับความเขมแสงในชวง PAR (photosynthetically active
radiation; 400-700 นาโนเมตร) ท่ีเพิ่มข้ึน (Netto et al., 1998) แตอยางไรก็ตามขาวที่ปลูก
ในดินก็ยังตองใชรากสอดแทรกไประหวางเม็ดดินเพื่อดูดซึมแรธาตุมาใช ดังนั้นเมื่อเทียบกับ
การปลูกขาวในหองทดลองซึ่งเปนการปลูกในสารละลายธาตุอาหาร แมวาจะไดรับแสงใน
ระดับท่ีตํ่ ากวาแสงในธรรมชาติ แตเนื่องจากรากขาวสามารถดูดเอาแรธาตุเขามาใชไดเลย
อีกทั้งในสารละลายธาตุอาหารยังมีปริมาณและชนิดของแรธาตุท่ีคอนขางจะครบถวนที่พืช
ตองการ จึงมีผลใหตนขาวมีคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสสูงในระดับท่ีใกลเคียง
กับท่ีปลูกในดินโดยไดรับแสงตามธรรมชาติ

4.2.2 ผลของชวงเวลาที่ไดรับแสง และความสมบูรณของธาตุอาหารตอการ
ทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
จากผลการทดลองพบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวที่

ปลูกในสารละลายธาตุอาหารโดยไดรับแสง 10 ช่ัวโมงตอวัน และ 12 ช่ัวโมงตอวัน มีคา
แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในรูปแบบที่คลายคลึงกันคือ มีการเพิ่มของแอคติวิตี
ของเอนไซมในชวงเวลาที่ไดรับแสงและลดลงในที่มืดแตกลุมท่ีไดรับแสง 12 ช่ัวโมงตอวันจะมี
ระดับแอคติวิตีสูงกวากลุมท่ีไดัรับแสง 10 ช่ัวโมงตอวันเล็กนอย ซ่ึงอาจเปนผลมาจากการที่
ตนขาวมีชวงเวลาในการสังเคราะหแสงมากกวา ทํ าใหไดสารประกอบคารบอนซึ่งไดแก
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กลูโคสในปริมาณมากซึ่งมีผลในการกระตุนการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส 
(Bachmann et al. ,1995)   

เมื่อพิจารณาถึงระดับของธาตุอาหารรวมดวยจะพบวา กลุมท่ีไดรับธาตุอาหาร
ท่ีมากกวา (ความเขมขน ½ เทา) จะมีลักษณะการเพิ่มของเอนไซมไนเทรต รีดักเทสตางกับ
กลุมท่ีไดรับธาตุอาหารนอยกวา (Hoagland ‘s solution ความเขมขน 1/20 เทา) กลาวคือ
กลุมท่ีไดรับธาตุอาหารมากจะมีการเพิ่มของเอนไซมข้ึนอยางรวดเร็วใน 3 ช่ัวโมงแรก จากนั้น
จะคงที่ไปจนถึงชั่วโมงที่ 9 กอนจะลดลง ในขณะที่กลุมท่ีไดรับธาตุอาหารตํ่ ากวาจะมีอัตรา
การเพิ่มของแอคติวิตีไปจนมีคาสูงสุดที่เวลาเที่ยงตรงแลวคอยลดลง ซ่ึงผลการทดลองดัง
กลาวสอดคลองกับการทดลองใน acata cotton โดยไดเปรียบเทียบระหวางการไดรับไนเทรต
ความเขมขน 0.05 มิลลิโมลาร, 0.1 มิลลิโมลาร และ1 มิลลิโมลารซ่ึงพบวาตนที่ไดรับไนเทรต
0.05 มิลลิโมลารจะมีการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมสูงที่สุดใน   ช่ัวโมงที่ 5 ของการไดรับแสง
จากนั้นจะลดลง ในขณะที่ การไดรับไนเทรตในสองความเขมขนที่เหลือจะมีการเพิ่มข้ึนภาย
ในหนึ่งชั่วโมงหลังจากไดรับแสงจากนั้นจะมีคาคงที่ไปจนถึง ช่ัวโมงที่ 7 แลวคอยลดตํ่ าลง
(Aslam et al., 2001) และจากการทดลองเมื่อเปรียบเทียบระดับคาแอคติวิตีของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสทั้งในกลุมท่ีไดรับธาตุอาหารสูงกับกลุมท่ีไดรับธาตุอาหารตํ่ า  พบวามีคาแอคติ
วิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสตางกันเพียงเล็กนอย แมวาความเขมขนของแรธาตุจะตางกัน
มากถึงสิบเทาก็ตาม  ซ่ึงจากการทดลองของ Aslam  และคณะดังกลาว  พบวาการใหไนเท
รต 0.05 มิลลิโมลาร กับ 1 มิลลิโมลารซ่ึงแตกตางกันถึง 20 เทาก็ปรากฎวามีคาแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตใกลเคียงกันทั้งสองกลุม ดังนั้นจากการทดลองจะเห็นวาระดับความสมบูรณ
ของธาตุอาหารมีผลตอบสนองตอแสงในลักษณะของรูปแบบการแสดงออกของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสในชวงวันแตไมไดมีผลโดยตรงตอคาแอคติวิตี

      จากการทดลองเมื่อพิจารณาจากระดับคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
ท่ีมีคาใกลเคียงกันแมจะไดรับธาตุอาหารมากหรือนอย  แสดงใหเห็นวาตนขาวไรพันธุกูเมือง
หลวงซึ่งเปนพันธุทดสอบมีความสามารถในการปรับตัวไดดีแมวาจะปลูกในสภาวะที่ดินมี
ความอุดมสมบูรสูงหรือ ดินมีความอุดมสมบูรณตํ่ าก็ตาม
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4.2.3 ผลการเติมอากาศในระบบการปลูกในสารละลายธาตุอาหาร
         ตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

                    จากการทดลองพบวาตนขาวที่ปลูกในระบบไฮโดรโพนิค และมีการเติมอากาศ
ใหกับสารละลายธาตุอาหาร จะมีคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวตํ่ ากวา
ตนขาวที่ไมไดเติมอากาศเพิ่ม ผลดังกลาวสอดคลองกับการทดลองของ Glaab and Kaiser,
1993; Kaiser and Huber (1994), Toucheffe and Burkholder (1992) และ Kaiser et al.,
(1999) ซ่ึงพบวาในการปลูกพืชในสารละลายในสภาวะที่มีออกซิเจนตํ่ าจะมีการเพิ่มแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสอยางรวดเร็ว และเมื่อเติมออกซิเจนลงไปจะทํ าใหคาแอคติวิตี
ของเอนไซมมีคาลดลง หรือในการทดลองของ Haba et al., (2001) ซ่ึงพบวา เมื่อเติม
ออกซิเจนในสารละลาย พบวาแอคติวิตีของเอนไซมลดลง ในขณะที่มีระดับของ ATP เพิ่ม
มากขึ้น ซ่ึง ATP ท่ีเพิ่มข้ึนนี้จะมีผลในการเพิ่มอัตราการเติมฟอสเฟตใหกับเอนไซมไนเทรต
รีดักเทส อยางไรก็ตาม ถาพืชไมไดรับออกซิเจนเลยจะมีผลใหมีการกระตุนการทํ างานของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสมากซึ่งจะไดไนไทรตจํ านวนมาก และเมื่ออัตราการรีดิวซไนไทรตไม
สมดุลยกับปริมาณไนไทรตท่ีมากเกินไปก็จะมีผลใหเกิดเปนพิษตอพืชได (Kaiser and
Huber, 1994)
        สํ าหรับการทดลองนี้ ในชุดที่ไมไดเติมอากาศพบวาไมไดเกิดปญหาตอตนพืช ท้ัง
น้ีเนื่องจากระดับสารละลายที่ปลูกพืชอยูในระดับตื้น คือ สูงจากกนถังประมาณ 4 เซนติเมตร
ซ่ึงอากาศสามารถละลายลงไปได  ดังนั้นจึงทํ าใหไมมีความแตกตางกันระหวางตนพืช โดย
จะเห็นไดจากการมีความสูง และความยาวรากใกลเคียงกับกลุมท่ีปลูกโดยการเติมอากาศ
(รูปท่ี 14)
4.3  ผลของไนโตรเจน ในรูปของ ไนเทรต  แอมโมเนียม  และไนเทรตรวมกับ
      แอมโมเนียม

4.3.1  ผลของการไดรับไนโตรเจน ในรูปของไนเทรต ตอการทํ างานของ
         เอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง ดอกพยอม
         และ ขาวดอกมะลิ105

                 จากการทดลองศึกษาผลของการไดรับเฉพาะปุยไนเทรต พบวา  ขาวไรท้ังสาม
สายพันธุ มีรูปแบบการตอบสนองตอไนเทรตแตกตางกัน  โดยขาวพันธุขาวดอกมะลิ105
และพันธุดอกพยอมเมื่อไดรับไนเทรตปริมาณสูง จะมีการเพิ่มแอคติวิตีมากในชวงเวลาสั้นๆ
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กอน จากนั้นจะลดลง และเพิ่มข้ึนอีกครั้ง ในขณะที่ขาวพันธุกูเมืองหลวงไมแสดงลักษณะ
เหมือนกับสองพันธุแรก ผลดังกลาวอาจเกิดขึ้นจากการทํ างานรวมกันของระบบขนสงไน
เทรตสามชนิด (Aslam et al.,1992; Siddiqi et al., 1992; Glass et al., 2000)  ไดแก
iHATS(inducible high-affinity transport system), cHATS (constitutively high-affinity
transport system) และ LAT(low affinity transport system) ซ่ึงโดยทั่วไป iHATS มักถูก -
ชักนํ าไดดวยไนเทรต และไนไทรต ซ่ึงระดับการชักนํ าและชวงเวลาการแสดงออกมีความแตก
ตางกันตามชนิดของพืช จากการศึกษาในรากขาวบารเลย พบวา iHATS มีแอคติวิตีเพิ่มข้ึน
6-12 ช่ัวโมง หลังจากไดรับไนเทรต หรือ ในรากของ white spruce และ lodgepole pine พบ
วาตองใชเวลาสามวันในการชักนํ าใหไดแอคติวิตีสูงสุด (Min et al., 1998) ขณะเดียวกัน
cHATS ซ่ึงปกติจะสามารถทํ างานไดแมในสภาวะที่มีไนเทรตภายนอกตํ่ า ก็สามารถเพิ่ม
ระดับการทํ างานได ถึงสามเทาเมื่อไดรับการกระตุนจากไนเทรตจากภายนอกลํ าตน (Aslam
et al., 1992; Kronzucker et al., 1995a; Glass et al., 2000)ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบกับผล
การทดลอง จึงเห็นไดวาชวงแรกที่มีคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพิ่มข้ึนสูงใน
ระยะเวลารวดเร็วและลดลงมาในใบขาวไรพันธุขาวดอกมะลิ105 เมื่อไดรับไนเทรต 5มิลลิโม-
ลาร  (รูปท่ี 15) หรือในพันธุดอกพยอมเมื่อไดรับไนเทรตในปริมาณ 2.5 และ 5 มิลลิโมลาร
(รูปท่ี 17) นาจะเปนผลจากการที่ cHATS ถูกกระตุน ซ่ึงระดับการกระตุนอาจขึ้นอยูกับความ
แตกตางระหวางสายพันธุดวย โดยจะเห็นไดวาขาวไรสายพันธุกูเมืองหลวงไมไดแสดง
ลักษณะเหมือนในขาวสองสายพันธุแรก (รูปท่ี 19)  อยางไรก็ตามเมื่อแอคติวิตีของเอนไซม
ไนเทรตรีดักเทสในใบขาวทั้งสามสายพันธุหมดไป พบวาการไดรับไนเทรตเพิ่มจะมีผลใหตน
ขาวมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพิ่มข้ึนในอัตราที่รวดเร็ว ซ่ึงอาจเปนเพราะตนขาว
จํ าเปนตองรีบใชไนเทรตมาชดเชยสวนที่ขาดหายไป โดยพันธุกูเมืองหลวงจะมีการเพิ่มของ
แอคติวิตีสูงที่สุด รองลงมาไดแกพันธุขาวดอกมะลิ105 และพันธุดอกพยอม ตามลํ าดับ ซ่ึง
ผล   ดังกลาวมีลักษณะเหมือนกับการตอบสนองของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในตนขาวที่
ปลูกในดินตอการไดรับปุยเพิ่ม
    จากการทดลองจะเห็นไดวาการเพิ่มระดับความเขมขนของไนเทรตไมมีความ
สัมพันธกับระดับแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ซ่ึงแสดงใหเห็นวาพืชอาจมีการใชไน
เทรตในระดับท่ีพอเพียงตอการเจริญของพืชเทานั้น โดยไมจํ าเปนตองใชแรธาตุท่ีรับมาจาก
ภายนอกใหไดหมด   และจากการติดตามระดับไนเทรตที่สะสมในตนขาวที่อายุตางๆจะพบ
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วา ระดับไนเทรตที่สะสมในตนขาวมีแนวโนมลดลง เสริมใหเห็นวาระดับไนเทรตที่สะสมในใบ
มีความสัมพันธกับระดับของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส อยางไรก็ตามจากรูปท่ี 16, 18 และ 20
จะเห็นวาระดับไนเทรตที่สะสมในใบขาวไมมีความสัมพันธกับระดับของไนเทรตในสาร
ละลาย ท้ังนี้เนื่องมาจากผลที่ไดมาจากการเก็บตัวอยางที่เวลาเดียวกันใน 1 วัน แตระดับไน-
เทรตที่สะสมในใบพืชจะมีการเปลี่ยนแปลงตามชวงเวลาของวัน  โดยจะมีคามากที่สุดในชวง
กอนไดรับแสง จากนั้นจะลดลงเมื่อเริ่มไดรับแสง (Man et al., 1999) ดังนั้นเมื่อตนขาวอยูใน
สภาวะที่มีอาหารมากกวา ก็จะทํ าใหรูปแบบของแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมีคา
มากและคอนขางคงที่มากวาชุดที่มีอาหารนอยกวา (จากผลของตอนที่ 4.2.2) สงผลใหมี
ระยะเวลาในการใชไนเทรตไดมากกวา  จึงทํ าใหมีปริมาณไนเทรตเหลือนอยในชุดที่มีไนเทรต
ในสารละลาย 5 มิลลิโมลาร และ ปริมาณไนเทรตเหลือสูงที่สุดในชุดที่มีไนเทรตในสาร
ละลาย 1.25 มิลลิโมลาร

      สํ าหรับชุดควบคุมท่ีปลูกในอาหารที่ไมมีไนโตรเจน พบวามีคาแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสในระดับตํ่ ามาก ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากเกิดการปนเปอนของไนเทรต
ปะปนมากับสารเคมีตัวอื่นซึ่งมีปริมาณไมมากพอที่จะวัดได และแมวาจะมีไนเทรตเพียงเล็ก
นอยก็อาจมีผลใหตนขาวดูดซึมเขาไปไดโดยตัวขนสงไนเทรตที่มีความจํ าเพาะสูง  ดังนั้นจึงมี
แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสดังที่ปรากฏ

4.3.2 ผลของการไดรับไนโตรเจน ในรูปของไนเทรตรวมกบัแอมโมเนียม ตอ
การทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง
ดอกพยอม และ ขาวดอกมะลิ105

                จากผลการทดลองพบวาการไดรับท้ังไนเทรตและแอมโมเนียมจะมีผลตอการ
ทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไรท้ังสามสายพันธุในลักษณะที่คลายกัน น่ันคือ
จะมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพิ่มข้ึนสองครั้ง  โดยแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรต
รีดักเทสที่เพิ่มข้ึนชวงแรกจะมีระดับคอนขางตํ่ าเมื่อเทียบกับระดับแอคติวิตีท่ีเพิ่มข้ึนชวงหลัง 
ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากในชวงแรกตนขาวไดรับแอมโมเนียมซึ่งเปนรูปท่ีสามารถนํ าไปใชไดเลย  
การใชไนเทรตจึงยังไมมีความจํ าเปนมากนัก นอกจากนี้แอมโมเนียมยังมีผลในการยับยั้งการ
สังเคราะหตัวขนสงไนเทรต (Glass et al., 2000) จึงทํ าใหมีไนเทรตในเซลลนอย และมีแอคติ
วิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสนอย แตเมื่อแอมโมเนียมถูกใชหมดไป ทํ าใหตนขาวตองหัน
มาใชไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจนหลักจึงมีการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสสูง
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ข้ึน อยางไรก็ตามจะพบวาระดับ     แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวทั้งสาม
สายพันธุจะหมดลงในชวงระยะเวลาเพียง 20 วัน ซ่ึงเปนระยะเวลาที่สั้นกวา ชุดที่ไดรับ
เฉพาะไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน ซ่ึงคาแอคติวิตีจะหมดลงในระยะเวลา 40 วัน ท้ังนี้อาจ
เนื่องจากระดับปริมาณไนเทรตในการทดลองชุดที่ใชรวมกับแอมโมเนียมมีปริมาณนอยกวา 
เมื่อถูกใชไปจึงหมดเร็ว

4.3.3 ผลของการไดรับไนโตรเจน ในรูปของแอมโมเนียมตอการทํ างานของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง ดอกพยอม และ
ขาวดอกมะลิ105
จากการทดลอง พบวาไมมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในทุกสายพันธุ

ท้ังนี้เนื่องจาก ตนขาวไดรับเฉพาะแอมโมเนียมซึ่งสามารถนํ าไปใชไดเลย  และไมมีไนเทรตใน
สารละลายดังนั้นจึงไมมีการชักนํ าใหเกิดการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

        ผลจากการทดลองใหไนโตรเจนในรูปแบบตางๆกันโดยการพิจารณาเฉพาะแอค
ติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในตนขาวทั้งสามสายพันธุยังไมอาจสรุปไดวา  การใหปุยแก
ขาวไรท้ังสามสายพันธุในรูปแบบใดจะดีท่ีสุด  เนื่องจากตนขาวที่ปลูกในสารละลายที่มี
เฉพาะไนเทรต หรือมีท้ังไนเทรตและแอมโมเนียม หรือมีเฉพาะแอมโมเนียมอยางเดียว ก็ยัง
คงสามารถเติบโตไดโดยมีลักษณะทั่วไปไมแตกตางกัน    ดังนั้น จากเดิมท่ีมีการแนะนํ าใหใช
เฉพาะปุยแอมโมเนียม หรือปุยยูเรียในนาขาว แตไมควรใชปุยไนเทรต (ชาญ  มงคล, 2536)
เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองนี้ซ่ึงพบวาขาวไรท้ังสามสายพันธุมีการตอบสนองตอการ
ไดรับไนเทรตโดยการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสอยางชัดเจน จึงอาจมีความ
เปนไปไดท่ีจะนํ าไนเทรตมาใชเปนปุยขาวไร เพื่อเพิ่มปริมาณไนโตรเจนใหแกตนขาวอีกทาง
หนึ่งโดยอาจใหในลักษณะของปุยเดี่ยวหรือ ปุยผสมระหวางแอมโมเนียมและไนเทรต ซ่ึงจะ
ตองทดสอบในพื้นที่จริงตอไป
4.4  ผลการสกัดเอนไซม และทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเทรตรีดักเทส
      ในการสกัดเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง พบวาจะไดคา
specific activity ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน crude extract ตางกันในแตละครั้งของการ
ทดลอง ซ่ึงคา specific activity ของเอนไซมน้ีจะขึ้นอยูกับอายุของตนขาวไรดวย  อยางไรก็
ตามกอนการสกัดไดมีการใหปุยแกตนขาว เพื่อกระตุนใหมีแอคติวิตีของเอนไซมในใบขาว
กอนการสกัด และเพื่อความมั่นใจวาจะมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมากพอที่จะ
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ศึกษา  และเมื่อนํ ามาตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต พบวาที่ระดับเกลือ
20-50 % ของความอิ่มตัว มีความเหมาะสมในการแยกเอนไซมไนเทรตรีดักเทสออกมาได
โดยมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 3.61 เทา  แตอยางไรก็ตามจากการทดลองทํ าบริสุทธิ์เอนไซมตอ
ไปดวย Blue-sepharose column chromatographyกลับไมประสบผลสํ าเร็จเนื่องจากแอค-
ติวิตีของเอนไซมท่ีออกมาจากคอลัมนหายไป แมวาจะไดทดลองใชตัวชะที่หลากหลายแลวก็
ตาม  ซ่ึงขอผิดพลาดอาจเกิดจากสภาวะที่ทํ าการทดลองยังไมเหมาะสมและตองใชเวลาใน
การศึกษาเพิ่มเติมตอไปอีก อยางไรก็ตามจากการทดลองชะดวยตัวชะตางๆ พบวาเมื่อนํ า
สวนที่ชะออกจากคอลัมนไปทํ าอิเล็กโตรฟอริสิสแบบไมเสียสภาพ พบวามีโปรตีนไมนอยกวา
5 ชนิดที่สามารถจับกับ blue sepharose ได
4.5  การยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสบนแผนเจล
       สํ าหรับการทดลองยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส พบวา สีของผลิตภัณฑซ่ึง
ควรจะติดอยูกับแผนเจลในบริเวณที่มีเอนไซมไนเทรตรีดักเทส กลับแพรกระจายออกมาใน
สวนของสารละลายที่ใชทํ าปฏิกิริยา     ดังนั้นจึงไมสามารถชี้ชัดไดวาเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
อยูบริเวณใดของแผนเจล  อยางไรก็ตามแมวาการยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
วิธีน้ีจะประสบปญหา  แตก็ไดพยายามทดลองยอมแอคติวิตีของเอนไซม โดยการอาศัยจาก
คุณสมบัติ partial activity ซ่ึงโมเลกุลของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในสวนของ molybdenum
domain สามารถที่จะรับอิเล็กตรอนจาก bromophenol blue ได  ซ่ึงในการทดลอง ภายหลัง
จากนํ าเอนไซมท่ีไดจากการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือและนํ าเกลือออกแลวมาทดสอบ    
แอคติวิตีของเอนไซมในหลอดทดลอง แลวนํ ามาทํ า electrophoresis บน 7% acrylamide
จากนั้นไดนํ าแผนเจลมาเคลือบดวยแปงมันที่ผสม bromophenol blue ตั้งทิ้งไวคางคืน พบ
วาแผนเจลปรากฏมีแถบใสอยูบนพื้นสีมวง ซ่ึงเกิดจากการออกซิเดชั่นของ bromophenol
blue และเมื่อนํ ามายอมโปรตีนปรากฏแถบของโปรตีนในบริเวณเดียวกัน (ไมไดแสดงรูป) ซ่ึง
คาดวานาจะเปนแถบของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส อยางไรก็ตาม ผลการทดลองนี้เปนเพียง
การทดลองคราวๆเพื่อหาแนวทางในการยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส และวิธี
การนี้ยัง     จํ าเปนตองไดรับการปรับปรุงอีกมากเพื่อใหมีความนาเชื่อถือ ดังนั้นวิธีน้ีจึงเปน
อีกแนวทางหนึ่งที่สํ าหรับนักวิจัยที่สนใจจะไดศึกษาตอไป
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4.6  การศึกษาขอมูลพ้ืนฐาน และคุณสมบัติทั่วไปของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจาก
     ใบขาวไร
     4.6.1  ผลของอุณหภูมิตอการรักษาสภาพของเอนไซมในตัวอยางที่ยังไมไดสกัด
             ที่อุณหภูมิหอง, อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ –20 องศา
             เซลเซียส
             จากผลการศึกษาพบวาการเก็บรักษาตัวอยางใบขาวที่บดไวท่ีอุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียสสามารถเก็บไดนานที่สุด ในขณะที่การเก็บตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิหองจะไมสามารถ
รักษาแอคติวิตีของเอนไซมไวไดเลย  สํ าหรับผลการทดลองนี้พบวาในชวงระยะเวลาสามสิบ
วันของการเก็บรักษาตัวอยางใบขาวจะมีคาแอคติวิตีของเอนไซมคอนขางคงที่ แตกลับลดลง
อยางรวดเร็วในชวงหลัง ซ่ึงผลดังกลาวอาจเกิดจากความผิดพลาดของระบบไฟฟา ซ่ึงในชวง
ท่ีทํ าการทดลอง มีการเกิดไฟฟาดับบอยครั้ง ซ่ึงจะมีผลใหอุณหภูมิของตูเก็บตัวอยางเพิ่มสูง
ข้ึน ซ่ึงหากไมมีขอผิดพลาดจากการที่ไฟฟาดับ คาดวาระยะเวลาในการเก็บตัวอยางนาจะ
นานกวาที่ปรากฎในผลการทดลอง สํ าหรับในแตละการทดลอง ผูทดลองไดเลือกเก็บตัว
อยางไวท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส และวัดแอคติวิตีของเอนไซมใหเสร็จไมเกินระยะเวลา
1 สัปดาหหลังจากเก็บตัวอยาง เพื่อใหไดคาแอคติวิตีท่ีผิดพลาดนอยที่สุด

4.6.2 ผลของPMSFตอความเสถียรของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในcrude 
extract
จากการทดลอง  พบวาการเติม PMSF ซ่ึงเปนตัวยับยั้งการทํ างานของเอนไซม

proteinase จะมีผลตอการรักษาสภาพของเอนไซมท่ีเก็บบนนํ้ าแข็งไวไดนานประมาณ 5  ช่ัว
โมงโดยมีการเปลี่ยนแปลงของแอคติวิตีของเอนไซมนอยมากเมื่อเทียบกับชุดที่ไมเติม PMSF
ดังนั้นในการทํ าการทดลองที่เกี่ยวของกับเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจึงมีความจํ าเปนอยางยิ่งที่
จะตอง เติมสารปองกันการทํ างานของเอนไซม proteinase เพราะเอนไซมไนเทรต รีดักเทส
เสียสภาพไดงายในเวลารวดเร็ว ( รูปท่ี 25 )

4.6.3 การเก็บรักษาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ผานการทํ าบริสุทธิ์โดยการตก
          ตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 % ของความอิ่มตัว
         ในรูปของ dialysate  และรูปที่จับกับเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
          จากการทดลองจะเห็นวา การเก็บรักษาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในรูปท่ีจับกับ

เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส จะชวยรักษาแอคติวิตีของเอนไซมได
นานกวาการเก็บในรูปของ dialysate  ท่ีอุณหภูมิเดียวกัน  นอกจากนี้ยังไดทดลองเก็บรักษา
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เอนไซมในสภาวะแชแข็งพบวา เมื่อนํ าเอนไซมมาหาแอคติวิตีหลังจากแชแข็ง 1 คืนพบวาคา
แอคติวิตีหายไปหมด ในขณะที่ชุดที่ไมแชแข็งกลับยังคงมีแอคติวิตีของเอนไซมสูง

4.6.4  ผลการศึกษาคุณสมบัติNAD(P)H–bispecificของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
         จากการศึกษาคา Km ของสับสเตรท ไดแก KNO3 , NADH และ NADPH  โดย

การหาจาก Lineweaver-Burk double reciprocal plot ดังรูปท่ี 20-23 พบวาคา Km ของ
KNO3 เมื่อใช NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอน มีคา 0.109 มิลลิโมลาร  คา Km  ของ NADH มี
คา 0.018 มิลลิโมลาร,  คา Km ของ KNO3 มคีา 2.5 มิลลิโมลาร เมื่อใช NADPH เปนตัวให
อิเล็กตรอน  และคา Km ของ NADPH มีคา 0.05 มิลลิโมลาร  จากผลจากการทดลอง  แสดง
ใหเห็นวาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสสามารถใช NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอนไดดีกวาเมื่อเทียบ
กับ การใช NADPH  และนอกจากนี้ในกรณีของการใช NADPH เปนตัวใหอิเล็กตรอนยังตอง
ใชไนเทรตในปริมาณที่มากกวาการใช NADH และโดยทั่วไปพบวาในตนขาว จะมีแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากการไดรับอิเล็กตรอนจาก NADH  และในชวงปลายของการ
เจริญของตนขาว จึงจะพบแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากการรับอิเล็กตรอนมา
จาก NADPH  ซ่ึง Barlaan (1998) ไดรายงานวา NADH-NR และ NADPH-NR มีการทํ างาน
ในคนละชวงการเจริญของขาว  และการที่เอนไซมไนเทรตรีดักเทส มีหลายไอโซฟอรมก็เพื่อ
ความเหมาะสมในการตอบสนองเมื่อไดรับไนเทรต หรือเพื่อตอบสนองตอสภาวะแวดลอมท่ีมี
ความหลากหลาย

4.6.5 การศึกษาคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดัก       
            เทสใน crude extract  และ 20-50 % ammonium precipitateจากการศึกษา

พบวาคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  ท้ังในสวนของ crude
extract  และ 20-50 % ammonium precipitate คือ ท่ีพีเอช 7.5 โดยในสวนของ crude
extract คาแอคติวิตีจะมีอยูในชวงพีเอช 6-11 และในสวนของ 20-50 % ammonium
precipitate คาแอคติวิตีจะมีอยูในชวงพีเอช 4-12 ซ่ึงจากผลการทดลองจะเห็นไดวาชวงของ
คาพีเอชที่แสดงคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน crude extract จะแคบกวา ใน
20-50 % ammonium precipitate ท้ังนี้อาจเนื่องจาก ในสวนของ crude extract มีโปรตีน
ตัวอื่นที่มีผลยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส และสามารถทํ างานไดดีท่ีพีเอชนี้
เชนกัน   และเมื่อนํ า crude extract ไปแยกเอาโปรตีนบางสวนออกไป ก็อาจมีผลใหโปรตีนที่
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จะมายับยั้งการทํ างานของเอนไซมหายไปจึงทํ าใหเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมีแอคติวิตีในชวง
ท่ีกวางกวาเดิม

4.6.6 ผลของ FAD และ molybdenum ตอแอคติวิตีของเอนไซม
         ไนเทรตรีดักเทส
           จากการศึกษาพบวา การเติม molybdenum จะมีผลในการเพิ่มแอคติวิตีของ

เอนไซมไนเทรตรีดักเทสมากกวาการเติม FAD  ซ่ึงจากการเปรียบเทียบกับชุดที่ไมเติมท้ัง
FAD  และ molybdenum  พบวามีคาแอคติวิตีนอยมาก  แสดงใหเห็นวาในขั้นตอนการสกัด
จนผานกระบวนการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ นาจะมีการสูญเสีย molybdenum ซ่ึงเปน
สวนหนึ่งของโมเลกุลของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสไปมากกวาการสูญเสีย FAD  ซ่ึงผลการ
ทดลองเห็นวา การเติม molybdenum มีผลตอการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
ไดอยางชัดเจนและจากผลการทดลองเก็บเอนไซมไนเทรตรีดักเทสโดยการเติมและไมเติม 
FAD พบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสชุดที่เติม FAD มีคามากวาชุดที่ไมเติม
FADเล็กนอย  ซ่ึงการเพิ่ม FAD น้ีมีผลใหความสามารถในการทํ างานของเอนไซมไนเทรต-
รีดักเทสใหโมเลกุลสมบูรณข้ึน อยางไรก็ตามจากการทดลองพบวา FAD ไมมีผลตอการ
ยับยั้งการสลายตัวของเอนไซม ไนเทรตรีดักเทส

4.6.7 การศึกษาผลของ Mg2+ ทีร่ะดับความเขมขนตางๆกันตอแอคติวิตีของ
                 เอนไซมไนเทรตรีดักเทส

                  จากการทดลองพบวา Mg2+ มีผลในการยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรต
รีดักเทส  โดยการใช Mg2+10 มิลลิโมลาร จะมีผลยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดัก
เทสไดถึง 53.3 % ซ่ึงผลการทดลองสอดคลองกับการทดลองของ Aguera et al. (1999),
Weiner et al. (2000), Larios (2001) และHaba et al. (2001) ซ่ึงอธิยายไดวา ในสภาวะที่
มี Mg2+ จะชวยเสริมการทํ างานของเอนไซม Kinase ทํ าใหเอนไซมดังกลาวสามารถเติม
ฟอสเฟตใหกับเอนไซมไนเทรตรีดักเทสได และสงผลใหโปรตีน 14-3-3 ซ่ึงเปนโปรตีนยับยั้ง
สามารถเขามาจับกับเอนไซมไนเทรตรีดักเทสไดทํ าใหเอนไซมไมสามารถทํ างานได

4.6.8 ผลของ sodium azide (NaN3) ที่ระดับความเขมขนตางๆกันตอแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
จากการทดลองโดยใช sodium azide ความเขมขนตางๆ มาทดสอบพบวา

ท่ีระดับความเขมขนในหนวยไมโครโมลารก็มีผลตอการยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรต  
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รีดักเทสได  โดยสามารถยับยั้งไดถึง 100 % ท่ีระดับความเขมขน 200 ไมโครโมลาร  ซ่ึงผล
การทดลองมีความสอดคลองกับการทดลองของ Yamamoto et al.(1986) ซ่ึงไดรายงานผล
ของ sodium azide ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร สามารถยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสไดถึง 88 เปอรเซ็นต และจากการศึกษาตอมาโดย Butler et al. (1999) ไดราย
งานวา azide สามารถจับกับสวนของ molybdenum บนโมเลกุลของเอนไซมไนเทรตรีดัก
เทสได

4.6.9    การศึกษาผลของ 5/ -AMP ที่ระดับความเขมขนตางๆกันตอแอคติวิตี
          ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

     จากการศึกษาผลของ 5/-AMP ท่ีระดับความเขมขนตางๆกันทั้งในสภาวะที่มี
Mg2+และไมมี Mg2+ พบวา 5/-AMP ไมมีผลตอการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
อยางไรก็ตาม จากการทดลองของ Haba et al. (2001) พบวา ในสภาวะที่มี Mg2+ การเติม
5/ AMP จะมีผลเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพียงเล็กนอยแตไมตางจากกลุมท่ี
ไมไดรับ 5/ AMP และในสภาวะที่ไมมี Mg2+ ก็พบวาใหผลเหมือนกัน
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